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冠 瘦 组 织 中 Nopaline 合 酶 的 定量 研究 


I .不 同 植物 冠 瘦 株 中 Nopaline 合 醇 的 定量 比较 * 
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(中 国 科学 院 昆 明 植 物 研 究 所 ) 


摘 要 


本 文 发 展 了 一 种 根据 NADPH 消耗 定量 测定 冠 痿 组 织 粗 酶 提取 液 中 nopaline 合 酶 活性 的 方法 。 对 于 含 
nopaline 型 Ti 质粒 的 土壤 根瘤 杆菌 菌株 透 发 的 马 铃 昔 、 向 日 苯 、 烟 草 和 胡萝卜 冠 瘦 系 来 说 ， 由 于 不 存在 酶 
反应 的 促进 剂 或 抑制 剂 ， 粗 酶 提取 液 中 nopaline 合 酶 的 活性 能 够 反映 体内 存在 的 此 酶 的 酶 量 。| 用 这 个 方法 
测定 了 四 株 土壤 根瘤 杆菌 菌株 诱发 的 十 六 株 植 物 冠 瘘 系 的 nopaline 合 酶 活性 ， 由 不 同 菌株 诱发 的 所 有 衣 蔓 . 
站， 烟草 冠 瘦 索 包括 单 细胞 克隆 的 烟草 冠 瘦 系 ， DNA 为 单位 的 此 酶 量 明显 地 低 于 向 日 英 和 马 铃 募 冠 瘦 
系 。 由 此 推测 ， 不 同 宿主 植物 中 nopaline 合 酶 量 的 差异 很 大 程度 上 取决 于 宿主 植物 本 身 。 通 过 Ti 质粒 把 外 源 
基因 导入 不 同 植物 可 能 有 不 同 的 命运 。 


前 言 


由 带 Nopaline 型 Ti 质粒 的 土壤 根瘤 杆菌 (4oropacteriuma tumefaciens) 诱 发 的 植物 
冠 瘦 组 织 中 ,存在 一 种 酶 , 它 催化 由 a- 酮 戊 二 酸 和 L- 精 氨 酸 或 乌 氨 酸 还 原 缩合 产 nopaline 
和 nopaline acid 的 反应 , 使 冠 瘦 组 织 中 累积 nopaline 和 nopaline acid, 1、2 2 这 个 酶 称 为 
Nopaline 合 酶 。 它 催化 产生 nopaline 的 反应 式 为 : 


NH NH 
I I 
H N-C-NH(CH;) -C H—COOH He Seer H-COOH 
NH: 4, NADPH + H* NH 


+ 
O 或 (NADH) 
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HOOC-(CH, ).- C-COOH +NADP(RNAD)+H,0 


RW 3S EF) a BB ES EERME REER TRR He BE T-DNA BY — 8 


> | 
HOOC-(CH,),-C H-COOH 
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ee ee eee ieee rrr tae 
Otten 和 Schilperoot 52 兽 通过 测定 nopaline 生成 提出 了 一 种 定性 鉴别 冠 瘦 组 织 中 存 
在 Nopalinc 合 酶 的 方法 。Goldmann51]、Kemp522 等 分 别 利用 NADPH 的 消耗 作为 纯化 
nopajine 合 酶 时 定量 追踪 此 酶 的 手段 。 我 们 适当 改良 了 Goldmann 及 Kemp 等 人 的 方法 ， 
建立 了 一 种 可 以 定量 反映 冠 瘦 组 织 内 nopaline 合 酶 数量 变迁 的 方法 。 应 用 这 个 方法 发 
现 ， 不 同 的 土壤 根瘤 杆菌 菌株 诱发 的 同 种 植物 冠 瘦 无 菌株 系 中 nopaline 合 酶 的 量 的 姜 
异 ， 远 小 于 同一 菌株 诱发 的 不 同 植物 冠 瘦 的 nopaline 合 酶 量 的 差异 。 现 将 结果 报道 如 下 。 


材料 和 方法 


冠 瘦 株 系 和 培养 条 件 

本 研究 所 用 的 冠 瘦 系 有 :， 由 土壤 根 癌 杆 菌 S - 1 RBA SOMME Ps, WA 
CRAs, METRAR Tps;、 胡 萝卜 冠 瘦 系 Cyn, Csya, Css 土壤 根 癌 杆 菌 702 菌 
株 诱 发 的 向 日 昔 冠 瘦 系 Hon WETER Ter 和 它 的 经 原生 质 体 得 到 的 单 细胞 克隆 株 
Ts702-sc BIR h ERE Cr02R1、Czos_s; 土壤 根 癌 杆 菌 C-58 RR 诱发 的 胡 昔 下 EAA 
Ce5ss、 Ce58y1、 Cosays$ 土壤 根瘤 杆菌 了 T。， FARIA A HY la] A See 再 zs7、 Hzrsrgo 大 部 
份 冠 瘦 系 为 本 组 所 建 ‘53， 烟 草 单 细胞 克隆 株 为 本 室 张 鉴 铭 赠 ， 向 日 比 冠 瘦 系 Hzssa 为 李 
向 辉 赠 。 烟 草 和 向 日 蓝 冠 瘦 用 MS 基 本 培养 基 ， 胡 葛 卜 冠 瘦 用 Bs 基本 培养 基 ， 马 铃 莫 冠 
瘦 系 用 有 机 成 份 为 Nitoch 的 MS 基 本 培养 基 ，25sC 光 照 10 小 时 / 天。 

粗 酶 提取 液 的 制备 

取 转 接 后 15 一 25 天 内 的 冠 瘦 鲜 组 织 ， 切 除 转换 时 带 来 的 老 组 织 ， 加 入 冰 冷 的 提取 
缓冲 液 [0.1 Tris—HCl(pH8.0), 0.5M ERE, 1mMEDTA, 14mM REZAR) Y 
1 : 1 (重量 体积) RA, EAFAM, 4°CF 3000038 Hy Bay 104} 4h, 
上 清流 即 粗 酶 提取 液 ， 立 即 或 置 冰 简 数 小 时 内 测 酶 活性 。 

Nopaline 合 酶 活性 的 定量 测定 

600k1 反应 混合 液 ， 含 16mM a- 酮 戊 二 酸 、16mMI- 精 氨 酸 、0.12mM NADPH, 
12mM Fis ZA, PH6.5A0.25./ Bem AIR why, 2041 粗 酶 提取 液 。 反 应 在 24 一 25°C 条 件 
下 进行 。 以 岛 津 210 A 型 紫外 分 光 光 度 计 记录 反应 过 程 中 A ;ss 的 降低 速度 ， 酶 活性 以 每 
分 钟 氧化 NADPH 的 nMol 数 量 计量 。 

在 实测 时 ，a- 酮 戊 二 酸 和 L- 精 氨 酸 分 别 制 成 钠 盐 和 盐酸 盐 ， 以 0.25M 的 磷酸 缓冲 
W (pH6.5〉 配 成 960mM 的 母液 ，NADPH 用 0.1M 的 碳酸 缓冲 液 (pH10) 配 成 72mM 
的 母液 "7 3 苞 基 乙醇 的 0.25M 磷酸 缓冲 液 (pH6.5〉 配 成 14.1mM 的 母液 。 反 应 分 三 阶 
段 进 行 ， 每 阶段 2 分钟。 开始 用 510u1 含 琉 基 乙醇 的 磷酸 缓冲 液 ，50ul1 NADPH 母液 和 
2081 粗 酶 提取 液 混合 、 反 应 ， 第 二 阶段 向 反应 物 中 再 加 10hl a- 酮 成 二 酸 或 L- 精 氨 酸 母 
液 ， 混 合 、 反 应 ; 第 三 阶段 用 10u1 L- 精 氮 酸 或 a- 酮 上 戊 二 酸 母 液 ， 混 合 ， 反 应 。 记 录 和 
计算 各 阶段 的 人 A,ss/ 分 (对 第 一 阶段 、 第 二 阶段 反应 测 得 的 八 Asss/ 分 要 进行 酶 量 和 
NA DPH 浓 度 的 体积 校正 )。Nopaline 合 酶 的 人 人 Ass 分 = 第 三 次 反应 八 Asss/ 分 一 ( 含 a- 
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酮 戊 二 酸 的 第 二 次 反应 的 人 Asso/ 分 十 含 L~- 精 氨 酸 的 第 二 次 反应 的 人 Asse/ 分 ) 十 第 一 次 
反应 人 Assol 分 。 





结 R 


1. 适 于 定量 测定 冠 瘦 组 织 粗 酶 提取 液 中 Nopaline 合 酶 活性 方法 的 建立 

反应 方法 的 设计 : 

Nopaline 合 酶 利用 NADPH 时 的 Km 值 为 S44M， 利 用 NADH 时 的 Km 值 为 它 的 百 
党 C22。 因 此 ， 只 有 NADPH 可 选 作为 利用 分 光 光 度 计 法 定量 测定 此 酶 活性 的 还 原 剂 。 

此 酶 反应 最 适 pH 为 6.5 左右 。 在 此 pH F, NADPH 不 稳定 。 为 了 消除 NADPH 
自发 氧化 及 消除 单 加 a- 酮 戊 二 酸 或 L- 精 氨 酸 时 粗 酶 提取 液 中 其 它 催化 反应 所 引起 的 
NADPH A ss 的 变化 ， 我 们 设计 了 三 阶段 反应 。 即 先 测 粗 酶 提取 液 和 NADPH 的 反应 ， 
再 测 此 混合 液 加 0- 酮 戊 二 酸 (或 L- 精 氮 酸 〉 的 反应 。 从 备 阶段 反应 的 信 Asso/ 分 ， 求 出 
nopaline 合 酶 活性 。 如 粗 酶 提取 液 中 nopaline 合 酶 活性 较 高 而 a- 表 戊 二 酸 和 1L- 精 氮 酸 的 
副 反 应 很 小 ， 可 以 改 用 二 阶段 反应 ， 即 先 测 粗 酶 提取 液 和 0 - 酮 成 二 酸 〈 或 精 氨 酸 ) 混 
合 后 NADPH 的 人 Ass/ 分 值 ， 再 测 此 混合 液 加 L- 精 氮 酸 (或 c- 酮 成 二 酸 ) 后 的 AAAsse/! 分 
值 ， 从 其 差 值 求 出 nopaline 合 酶 本 身 的 信人 6/ 分 值 。 

粗 酶 提取 缓冲 液 和 NADPH 母 液 都 偏 碱 性 ， 而 nopaline 合 酶 反应 最 适 pH 为 6.5 左 右 。 
为 防止 反应 液 PH 伪 离 最 适 pFI， 我 们 选用 的 反应 缓冲 液 浓度 比 前 人 高 ， 为 0.25M， 以 增 
强 它 的 缓冲 性 能 。 男 外 为 防止 反应 液 中 酶 及 各 基质 浓度 变化 引起 测定 值 的 偏差 ， 各 阶段 
反应 液体 积 的 变化 ， 减 小 到 最 大 限度 。 

最 适 反应 条 件 : 

以 马 铃 草 冠 瘦 系 Ps15041 粗 酶 提取 液 ， AA Latin 
在 25°C 条 件 下 ， 用 二 阶段 反应 法 测 得 反应 的 
最 适 条 件 是 ， pH6.50, au -ME RIMM, 
LL- 精 氨 酸 16mM，NADPH0.12mM。 这 和 
Kempt AC 3 在线 化 向 日 葡 冠 瘦 nopaline 合 
酶 时 所 用 条 件 稍 异 。 他 们 用 的 L-ARK 
度 偏 低 ， 而 他 们 用 的 0.17mM NADPH 浓 度 
又 偏 高 。 这 里 NADPH 浓度 达到 0.14mM 
以 上 时 ， 对 此 酶 反应 就 产生 抑制 作用 。 

ERRET, MBW, m HKA 
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系 证 明 ， 粗 酶 提取 液 在 5 一 5041 间 测 得 的 此 
yt Pe E 2B by AH IX 4 2 p a dr 
酶 活性 呈 线 性 关系 (图 1) o 表明 这 ) BAF 10 2G 30 40 REE D 
适 于 定量 测定 冠 瘦 组 织 提取 液 中 nopaline 合 
酶 的 活性 。 图 1 不 同 酶 量 的 八 A339 曲线 1.Psl ERR AG 
2. 不 同 植 物 冠 疗 株 中 Nopaline 合 酶 定 ERM: 2.Hs1 eh BA TERI, 


量 比较 
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粗 酶 提取 液 中 ，nopaline 合 
酶 活性 能 反映 出 冠 瘦 组 织 中 实际 op 
存在 的 nopaline 合 酶 酶 量 : ù 
图 2 是 含 高 nopaline 合 酶 活 
PE BS TS An eg) A BE ee 
HAL ETE Bu HR FAK nopaline 合 酶 
EAA, We b oa 
酶 提取 液 单 独 和 混合 后 ， 测 定 
nopaline 合 酶 活性 的 记录 图 谱 。 
反应 用 二 阶段 法 进行 ， 先 加 工 - 
HAR, NADPH 和 酶 液 ， 2 分 
钟 后 加 o - 酮 戊 二 酸 ， 反 应 温 BE 
25cC， 测 定 波长 399nm。 从 此 记 图 1 ”不同 植 物 冠 瘦 系 租 栈 提 出 物 及 其 混合 液 nopaline ARM 


、 中 NADPH 量 的 变化 1, 加 20hl WA h ERROR 1 的 酶 液 ; 2。 加 
m y 
录 可 见 ， 高 活性 的 粗 酶 提取 液 和 20id FERRARIS b TART Ry AU AMOR 702K 








低 活性 的 粗 酶 提取 液 混合 后 测 出 ee Ne Rl Ree 
的 nopaline 合 酶 酶 活性 ， 实 际 上 系 PS 的 酶 液 ; 5. 加 10p1 马 铃 著 冠 瘦 系 S 的 酶 液 ;6。 加 20bl 等 体 
是 此 两 种 粗 酶 提取 液 原来 分 别 测 积 混合 的 烟草 冠 闭 系 PS MAEM SM: T.M 20ul 
得 的 nopaline 合 酶 活性 之 和 。 这 BAMA S 的 酶 液 。 


表明 , 高 活性 的 粗 酶 提取 液 并 不 含有 特殊 的 促进 反应 的 物质 , 而 低 活 性 的 粗 酶 提取 液 也 不 
含有 特殊 抑制 反应 或 破坏 酶 蛋白 的 物质 。 由 于 向 低 活 性 酶 提取 渡 中 附加 更 多 的 NADPH 
或 加 一 些 NADP 未 见 对 测 得 的 酶 活性 产生 多 少 影响 ， 而 含 高 活性 的 粗 酶 提取 液 中 往往 还 
含 稍 多 的 nopaline 这 也 表明 ， 粗 酶 提取 物 中 原来 残 有 的 少量 基质 和 产物 对 测 得 的 酶 活 
性 并 无 多 少 影响 。 这 样 ， 粗 酶 提取 液 中 测 得 的 nopaline 合 酶 活性 ， 能 够 反映 出 冠 瘦 组 织 
中 实际 存在 的 nopaline 合 酶 的 酶 量 。 

不 同 冠 瘦 组 织 提取 液 中 nopaline 合 酶 活性 的 比较 ， 

表 1 列 出 用 上 述 方法 以 不 同 冠 瘦 组 织 提 取 液 测 得 的 nopaline 合 酶 活性 的 数据 。 从 这 
些 数 据 可 以 看 出 (1 ) 由 S-1 人 菌株 诱发 的 马 铃 昔 、 向 日 莫 冠 瘦 粗 酶 提取 液 中 nopaline 合 
酶 活性 明显 地 高 于 相应 的 烟草 、 胡 萝卜 冠 瘦 系 的 粗 酶 提取 液 。(2 ) S-1、702 和 C-58 
三 个 菌株 诱发 的 八 个 胡 蓝 下 冠 瘦 株 系 粗 酶 提取 液 的 nopaline 活性 除 一 个 稍 高 外 全 都 很 
低 。 (3) 虽然 冠 瘦 株 系 还 不 完全 ， 但 从 现 有 的 材料 看 各 菌株 诱发 的 胡 葛 卜 、 烟 草 冠 瘦 
系 ， 包 括 一 株 经 原生 质 体 单 细胞 克隆 化 的 烟草 冠 瘦 系 Tsr0z 一 Sc 的 粗 酶 提取 液 的 nopaline 
合 酶 活性 都 低 ， 而 向 日 著 、 马 铃 昔 冠 瘦 系 的 粗 酶 提取 液 比 酶 活性 都 明显 地 高 。 











表 1 不 同 植物 冠 瘦 组 织 粗 酶 提取 液 中 Nopaline 合 酶 活性 
土豆 向 日 # 烟 草 
Psi Hsi Hr37 H702 Ts7oz<se Ts702 Ts7o2ll Tpsı 
uMol x 103/min.g.f.w 613.0 377.0 126.0 219.2 1.000 47.00 31.00 -0.300 
x 103/mg. protein 99.51 62.11 23.51 33.01 0.376 17.28 18.31 v4 


px 103/mg DNA 1230 605.1 267-1 403.7 1.874 34.55 56.02 天 
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3 5 h 
Cs: Casyi Csy3  Cess2 Cessy1 Cessy3 Croz-2 C70o3-R1 
Mol x 103/min.g.f.w 0.000 0.246 8.000 1.000 7.000 14.00 11.00 4.000 
ux 103/mg. protein 0.000 0.072 5.634 0.487 6.776 6.776 6.866 3.530 
ux103/mg. DNA 0.000 0.252 39.080 3.305 29.13 58.19 34.33 14.50 


图 3 列 出 由 S-1 菌 株 诱 发 的 四 种 植物 冠 瘦 系 粗 酶 提取 物 中 原 有 nopaline 的 电泳 图 
谱 和 经 透析 去 aopaline 后 用 上 述 反应 系统 反应 2 小 时 后 反应 液 中 累积 的 nopaline 电泳 图 
谱 。 虽 然 这 个 方法 是 定性 的 ， 但 由 图 谐 仍然 可 以 从 nopaline 的 累积 看 出 ， 由 5-1 菌株 诱 
发 的 马 铃 昔 冠 疗 、 向 日 葵 冠 瘦 粗 酶 提取 液 比 相应 的 烟草 、 胡 葛 下 冠 瘦 粗 酶 提取 液 有 较 高 
的 nopaline 合 酶 活性 。 同 时 也 可 看 到 ，nopaline 合 酶 活性 较 高 的 冠 瘦 组 织 中 原来 累积 较 
多 的 nopaline。 这 也 表明 ， 粗 酶 提取 液 的 nopaline 合 酶 活性 反映 了 冠 瘦 组 织 体内 实际 存 
在 的 nopaline 合 酶 酶 量 。 
5 Nopaline 合 酶 体外 测定 的 产物 电泳 图 
1. 冠 瘦 组 织 的 粗 酶 提取 液 10hl; 2.287% 
析 8.5 小 时 除去 Nopaline 后 的 粗 酶 提取 0 0 0 0 0 ö 0 0 0 0 Arginine 
液 10h1; 3, 反 应 混合 液 上 透析 后 的 粗 酶 
提取 液 50h1; L- 精 氮 酸 盐酸 起 10p1 (960 
mMol) ; a - 酮 成 二 酸 二 钠 盐 10u1(960 0 -500 OG aa Nopaline 
mMol) ; NAPPH2*50u] (72mMol); 
0.25Mol 磷酸 缓冲 液 (pH8.0 含 14.1 
mMol Si3¢ ZR) 25u1 混 合 后 室温 反应 3 
小 时 J 10ul。 
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一 烟草 冠 瘦 材 料 Tps 1; C 一 胡 茵 卜 冠 瘦 材 料 Cs yo cK oP a Ts Ch es 
讨 论 


1. 冠 疗 组 织 中 Nopaline 合 酶 酶 量 的 测定 

在 上 述 给 定 的 最 适 pH 和 适当 过 量 基质 的 条 件 下 ， 根 据 a - 酮 戌 二 酸 和 工 - 精 氨 酸 共 
存 时 酶 促 NADPH 氧 化 初速 度 能 够 定量 测定 nopaline 合 酶 活性 。 由 于 0 - 酮 成 二 酸 或 二 - 
精 氨 酸 在 粗 酶 液 中 单独 和 NADPH 的 副 反 应 在 我 们 所 用 四 种 植物 中 很 弱 ， 因 此 用 二 阶段 
反应 就 可 得 此 nopaline 合 酶 的 近似 活性 。 如 果 知 道 纯 酶 的 此 活力 ， 也 就 可 以 从 此 活性 求 
出 粗 酶 提取 液 中 nopaline 合 酶 的 实际 含量 。 

至 今 还 无 植物 组 织 中 存在 nopaline 合 酶 反应 抑制 剂 和 促进 剂 的 报导 。 由 于 这 里 所 用 
四 种 植物 冠 疗 组 织 不 存在 这 类 干扰 因子 ， 所 以 这 种 粗 酶 提取 液 中 nopaline 合 酶 活力 测定 
值 能 反映 出 体内 实际 存在 的 酶 量 。 如 果 对 其 它 植物 冠 瘦 也 证 实 无 此 类 干扰 因子 ， 在 提取 
时 又 注意 保护 酶 蛋白 ， 则 这 种 粗 酶 提取 液 中 nopaline 合 酶 活性 的 测定 ， 也 可 能 反映 出 那 
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些 植物 冠 瘦 组 织 中 实际 存在 的 Nopaline 合 酶 酶 量 。 

但 是 ， 目 前 这 个 方法 灵敏 度 还 不 够 。 烟 草 、 胡 更 下 冠 瘦 组 织 中 虽然 累积 了 少量 的 
nopaline， 但 用 这 个 方法 测定 粗 酶 提取 液 中 的 nopaline 合 酶 活性 ， 往往 很 弱 ， 有 时 还 得 
到 微弱 的 负 值 。 最 近 .Goldmann 等 人 C0 建立 了 免疫 酶 标 法 测定 Octopine 合 酶 的 定量 方 
法 ， 灵 人 敏 度 达 到 测 lng 酶 量 。 假 定 用 Hack fa Kempt ijai Octopine 合 酶 比 活力 数据 推 
算 ， 以 我 们 类 似 的 反应 条 件 测定 ， 其 灵敏 度 相 当 于 可 测 出 NADPH 的 AAsss/ 分 值 仅 
0.00026 的 酶 量 。 如 果 对 nopaline 合 酶 也 建 起 相应 的 免疫 酶 标定 量 技术 ， 既 可 大 大 增高 
反应 的 特异 性 ， 又 可 大 大 提高 测定 灵敏 度 。 

2. 不 同 植物 冠 瘦 株 中 Nopaline 合 酶 酶 量 比 较 

如 上 所 述 ， 这 里 所 用 四 种 植物 冠 瘦 系 粗 酶 提取 液 的 nopaline 合 酶 活性 能 真实 地 反映 
出 相应 组 织 中 存在 的 aopaline 合 酶 的 酶 量 。 已 知 密码 这 个 酶 的 基因 位 于 T-DNA 上 ， 而 
T-DNA 是 整合 在 植物 核 基因 组 上 的 。 因此 ， 比较 不 同 植物 冠 瘦 粗 酶 提取 液 的 以 DNA 
为 单位 的 ropaline 合 酶 活性 ,有 可 能 推测 将 外 源 基因 通过 Ti 质粒 导入 不 同 植物 后 的 命运 。 

表 1 所 列 数据 虽 不 完整 ， 但 仍 可 看 出 ， 一 方面 ， 同 一 菌株 诱发 的 不 同 植物 的 冠 瘦 系 
以 DNA 为 单位 的 nopaline 合 酶 活性 相差 甚大， 马铃薯、 向 日 莹 冠 瘦 系 的 nopaline 合 酶 活 
性 远大 于 烟草 和 胡萝卜 相应 冠 瘦 系 的 此 酶 活性 ， 另 一 方面 ， 不 同 菌 株 所 诱发 的 同 种 植物 
冠 瘦 系 以 DNA 为 单位 的 nopaline 合 酶 活性 ， 除 少数 稍 有 偏差 外 ， 相 差 其 小。 由 于 这 个 规 
律 十 分 明显 ， 而 单 细 胞 克隆 化 的 烟草 冠 瘦 与 其 原始 株 系 一 样 ， 粗 酶 提取 液 只 有 很 低 的 
nopaline 合 酶 活性 ， 而 对 烟草 ， 胡 萝卜 冠 瘦 即使 改变 提取 缓冲 液 成 份 ， 例 如 用 含 聚 乙烯 
吡咯 烷 酮 的 提取 缓冲 液 或 用 缓冲 性 能 更 强 的 提取 缓冲 液 都 无 法 提高 测 出 的 酶 活性 〈 数 据 
未 列 出 ) o RP, ME, WA h ERR nopaline 合 酶 活性 ， 就 不 能 用 它们 的 组 织 含 大 
量 正常 细胞 等 简单 地 进行 解释 。 

显然 ， nopaline 合 酶 在 冠 瘦 组 织 中 的 含量 应 与 T-DNA 结构 及 植物 本 身 两 方面 有 
关 。 T-DNA 带 多 个 基因 ， nopaline 合 酶 基因 在 植物 组 织 中 是 表达 较 强 烈 的 基因 上 2 , 
表明 它 具 有 适 于 在 植物 中 表达 的 结构 。 冠 瘦 组 织 中 T-DNA 是 利用 植物 的 RNA RAR 
进行 转录 的 5133。 我 们 亦 注 意 到 同一 冠 瘦 组 织 在 不 同 的 生理 状态 下 nopaline 合 酶 酶 量 有 
3 FRR), 表明 植物 本 身 对 T-DNA 表达 有 影响 。 从 这 个 角度 分 析 表 1 的 结果 可 见 ， 
植物 种 类 本 身 在 决定 冠 瘦 组 织 中 nopaline 合 酶 含量 上 有 巨大 作用 。 

虽然 已 知 不 同 土壤 根 冶 杆菌 菌株 的 nopaline 型 Ti 质粒 结构 差异 很 大 94， 但 在 T- 
DNA 上 的 nopaline 合 酶 基因 及 其 调控 部 份 有 多 少 差异 还 不 清楚 。 这 里 不 同 菌株 诱发 的 同 
种 植物 冠 瘦 中 nopaline 合 酶 含量 的 差异 ， 有 可 能 暗示 这 些 菌株 Ti 质粒 nopaline 合 酶 基因 
及 其 调控 部 位 有 差异 。 然 而 ， 各 菌株 诱发 的 不 同 植物 的 冠 瘦 中 nopaline 合 酶 酶 量 随 所 用 
植物 的 种 类 不 同 而 相差 甚大 则 上 暗示， 一 旦 以 Ti 质粒 为 载体 把 外 源 基因 习 入 植物 ， 此 基因 
在 不 同 植物 中 的 命运 可 能 很 不 相同 。 这 或 许 是 不 同 植物 染色 质 DNA 有 不 同 数 量 可 被 T- 
DNA 整合 的 位 点 ， 从 而 不 同 植物 冠 瘦 有 不 同 T-DNA 拷贝 数 ; 这 或 许 是 不 同 植物 有 不 
同 强度 的 降解 外 源 蛋白 的 系统 ， 从 而 nopaline 合 酶 在 不 同 植物 中 稳定 性 有 蜡 ; 这 也 还 可 
能 是 不 同 植物 的 转录 、 转 译 系统 对 nopaline 合 酶 基因 的 匹配 程度 有 异 ， 或 不 同 植物 调控 
表达 的 方式 有 异 ， 从 而 nopaline 合 酶 基因 在 不 同 植 物 中 表达 程度 有 蜡 引 起 上 述 这 些 结果 
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的 。 如 经 研究 搞 清 同 种 Ti 质 ees 
则 在 利用 Ti 质粒 导入 外 源 基因 时 ， 就 可 能 根据 被 导入 此 基因 的 植物 的 特点 ， 适当 调整 
T-DNA 或 外 源 基因 的 磊 基 顺序 ， 达 到 使 它 在 此 植物 中 按 人 类 要 求 表 达 的 目的 ， 
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QUANTITATIVE STUDY OF NOPALINE SYNTHASE IN PLANT CROWN 
GALLS | QUANTITATIVE COMPARISION OF NOPALINE SYNTHASE 
IN CROWN GALL LINES OF DIFFERENT PLANT SPECIES 


` Wang Jun, Hu Yunqian, Li Ying and Zhang Chun 


Abstract 


A quantitative method for determination of the activity of nopaline synthase 
in the crude enzyme extract of crown gall by measurement of the expense of 
NADPH was established. The activity of this enzyme in vitro for the crown 
gall lines of potato, sunflower, tobacco and carrot induced by Agrobacterium 
tumefaciens carrying nopaline type Ti plasmid can represent its quantity in vivo 
for no any activitor or inhibitor of this enzyme for sixteen plant crown: gall 
lines induced by four A.tumefaciens strains was measured by this method. The 
quantities of this enzyme in all crown gall lines of carrot and tobacco including 
one of the single cell line of tobacco crown gall on the basis of DNA unit are 
less viously than the quantity of it in all crown gall lines of sunflower and 
potato induced by simillar 4. tumefaciens strains. The different quantity of no- 
paline synthase in different host plants is determined to a great extend by the 
different plants thomselves, It is possiblat that a exterior gene incorporated into 


plant though Ti plasmid will get different results in different plants. 


